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PROCEDE DE DIAGNOSTIC D'UNE ESST FROVOQUEE PAR UNE SOUCHE D'ATNC DANS UN ECHAN- 
THXON BIOLOGIQUE 



5 La presente invention est relative a un precede de diagnostic d'une 

ESST provoquee par une souche d'ATNC dans un echantillon biologique par detec- 
tion de la PrPres ainsi qu'a son utilisation dans le cadre d'un diagnostic differentiel 
des differentes souches d'ATNC dans un echantillon biologique. 

Les encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles 

10 (ESST) sont provoquees par des agents transmissibles non conventionnels (ATNC), 
encore appeles prions, dont la nature precise reste contestte a ce jour. Les ESST com- 
prennent essentiellement la maladie de Creutzfeldt-Jakob, chez rhomme (MCJ ou 
CJD pour Creutzfeldt-Jakob disease), la tremblante chez le mouton et la chevre et 
l'encephalopathie spongiforme bovine (ESB ou BSE pour bovine spongiform 

15 encephalopathy) chez lez bovins ; d'autres encephalopathies ont-ete mises en evidence 
chez les felides, chez le vison ou certains animaux sauvages, tels que le cerf ou 1'elan. 

Ces maladies sont devolution constamment fatale et il n'existe, k 
Theure actuelle, aucun traitement efficace. 

Dans les ESST, il existe une accumulation d'une proteine de l'hdte, 

20 la PrP (ou proteine du prion), sous une forme anormale (PrPres), principalement dans 
le sy-steme nerveux central ; la PrPres copurifie avec I'infectiosite et son accumulation 
precede Papparition des lesions histologiques. In vitro, elle est toxique pour des cultu- 
res de neurones. 

Les deux isoformes de la PrP presentent la meme sequence en acides 
25 amines (voir figure 1), mais different dans leur structure secondaire : la PrPres pre- 
sente un contenu significativement plus eleve en feuillets P plisses, alors que la PrP 
normale (PrPsens) presente un plus grand nombre d'helices a. 

Deux proprietes biochimiques permettent, generalement, de distin- 
guer ces deux isoformes. 
30 • la PrPres est partiellement resistante aux proteases, notamment a la 

proteinase K (PK), qui entraine un clivage de son extremite N-terminale. Apres action 
de la PK, la PrPres est souvent appelee PrP27-30 a cause du poids moleculaire appa- 
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rent de la forme biglycosyiee ; il est generalement admis que le site de clivage de la 
PrPres se situe entre les acides amines 89 et 90 (Prusiner et al, Cell, 1984) pour les 
souches habituelles. 

- la PrPres est insoluble dans les detergents non-ioniques, tels que le 
5 Triton X 1 00 ou le Triton 1 14. 

La forme normale de la proteine du prion (PrPsens) est en principe 
complement degrade par les proteases et est parfaitement soluble en presence de 
detergents non-ioniques. 

Les sequences peptidiques de PrPsens de hamster, humaine, bovine 
et ovine sont representees a la figure 1 ; elles comprennent notamment un motif octa- 
peptide (P(H/Q)GGG(-/T)WGQ), repete 4 ou 5 fois, selon les especes. Ce motif octa- 
peptide repete correspond, aux acides amines 51-91 de la PrP (numerotation de la 
sequence de la PrP humaine) (B. Oesch et aL, 1991). 

Pour deceler la presence de 1' agent infectieux, les methodes les plus 
recentes sont fondees sur une detection selective de la PrP anormale (PrPres), liee a 
P agent infectieux, en tirant profit de sa resistance partielle aux proteases. 
On peut distinguer : 

- les methodes de Western-blot qui reposent sur la detection immu- 
nologique de la PrPres dans un extrait de tissus, apres traitement de Textrait par une 
protease de fa^on k detruire Tisoforme normale de la PrP (PrPsens), separation des 
proteines de Pextrait par electrophorfcse, transfert sur une membrane de polymere, et 
detection par un anticorps specifique reconnaissant la PrP (Schaller O. et aL, 1999), 

- les tests de type ELISA, qui font egalement intervenir un traite- 
ment des extraits de tissus par une protease. 

Parmi ces differents tests, qui font intervenir un traitement des 
extraits de tissus par une protease, on peut citer : 

- celui d&rit par Serban et al. (Neurology, 1990, 40, 110), qui ont 
developpe un test de detection de la PrPres qui inclut V immobilisation des proteines 
sur une membrane de nitrocellulose, suivie d'une digestion protSasique, d'une denatu- 
ration et d'une immunodetection avec des anticorps monoclonaux. 
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- celui decrit par Oesch et al. (Biochemistry, 1994, 33, 5926-5931), 
qui ont propose, pour quantifier la quantite de PrPres, un test d'immunofiltration pour 
la purification de la PrPres (ELIFA ou enzyme-linked immunofiltration assay). 

• celui decrit par Gratwohl et al., 1997, qui proposent un dosage de 
5 type ELISA. Apres traitement des echantillons a la proteinase K et purification de la 
PrPres par centrifugation, ceile-ci est adsorbee sur des plaques de microtitration et 
detectee a l'aide d'anticorps polyclonaux de lapin. 

- celui decrit par Safar et al., 1998, qui n' utilise pas la proteinase K 
et compare l'immunoreactivite de la PrPres immobilisee sur un support solide selon 

1 0 qu'elle a ete soumise ou non a un traitement denaturant. 

De maniere generale, ces differents tests presentent 1' inconvenient 
de manquer de sensibilite et ainsi d'entrainer des faux-negatifs. 

D'autres methodes proposent des traitements de l'echantillon par des 
produits denaturants (Oesch et al., 1994 et 1999 ; WO 00/22438, The Regents of the 

15 University of California), un traitement limite a la proteinase K (WO 00/29850, 
Wallac Oy et al.) ou un traitement par une metallopeptidase (WO 00/22438) qui 
rendent accessibles des sites antigeniques caches, detectables par l'anticorps mono- 
clonal 3F4 qui reconnait la region 109-112 de la PrP (WO 00/29850 ou WO 
00/22438). 

20 La methode, decrite dans WO 00/29850, Wallac Oy et al., presente 

Tinconvenient majeur de manquer de specificite, en raison notamment d'une elimina- 
tion incomplete de la PrPsens, dans les conditions de traitement preconisees, alors que 
la methode decrite dans WO 00/22438, The Regents of the University of California 
manque de sensibilite, en raison de I'utilisation de l'anticorps de revelation 3F4 (WO 

25 00/22438), qui ne se lie qu'a un seul motif sur la proteine. 

Le Demandeur, a propose, recemment un test pour la detection 
quantitative de la PrPres, qui comprend une etape de purification qui conduit a une 
detection significativement plus sensible et qui represente une grande avancee pour la 
surveillance sanitaire et le dosage de la PrPres dans les abattoirs. Ce precede est 

30 notamment decrit dans la Demande Internationale PCT WO 99/41280 et dans un 
rapport preliminaire de la Direction Generale XXIV de la Commission Europeenne 
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(Politique des consommateurs et protection de leur sante; 
http://europa.eu.int/comm/dg24/he a lth/^ 

Toutefois, compte tenu de la necessite de disposer d'un test de 
diagnostic des ESST particulierement fiable, le Demandeur a poursuivi ses travaux. 
5 II a notamment etabli que pour Fobtention d'un test de detection : 

(i) sensible, c'est-a-dire ayant la capacite a identifier con-ectement 
les animaux non-infectes, 

(ii) specifique, c'est-i-dire ayant la capacite a identifier correctement 
les animaux infectes presentant des symptomes cliniques, 

1 0 (iii) presentant une limite de detection la plus basse possible, c'est-a- 

dire apte a permettre la detection de petites quantites de PrPres, (detection de la PrPres 
avant l'apparition des symptomes cliniques) et 
(iv) reproductible, 

le traitement de l'^chantillon biologique a analyser doit etre realise dans des condi- 
15 tions qui permettent de conserver tout ou partie des motifs octa-peptides exclusive- 
ment dans la PrPres. 

II a en particulier trouve, que pour effectivement repondre aux 
quatre conditions (i)-(iv) enoncees ci-dessus, il y a lieu de definir des conditions de 
traitement de Pechantillon a analyser precises qui eliminent totalement la PrPsens de 
20 Pechantillon, tout en permettant une capture specifique de la PrPres, dans les condi- 
tions difinies. 

La presente invention a pour objet un precede de diagnostic (Pro- 
cede A) d'une ESST ou maladie a prions provoquee par une souche d'ATNC par 
detection de la PrPres dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il com- 
25 prend : 

(I) le traitement dudit echantillon avec au moins une proteinase K 
(PK), de maniere a degrader completement la PrPsens tout en conservant tout ou 
partie des motifs octa-peptide repetes de la PrPres, quelle que soit la souche d'ATNC ; 
de preference, ledit traitement a la PK est realise soit a une concentration comprise 
30 entre 30 jig/ml et 200 jig/ml pendant 10 minutes a 37°C pour un homogenat a 10 % 
(echantillon biologique sous la forme d'un homogenat dans un tampon convenable), 
soit pendant une periode et a .une concentration equivalentes a la concentration 
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comprise entre 30 ng/ml et 200 jag/ml pendant 10 minutes a 37°C pour un homogenat 
a 10%, 

(2) la mise en contact dudit echantillon traite avec un ligand desdits 
motifs octa-peptide, notamment des anticorps diriges contre lesdits motifs octa- 

5 peptide repetes et 

(3) la detection de la presence eventuelle du complexe motifs octa- 
peptide repetes-ligand. 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit precede, le 
traitement avec ladite proteinase K est compris entre 30 secondes et 2 heures, a une 

10 temperature inferieure a 80°C, de preference entre 10 minutes et 30 minutes a 37°C, 
aux concentrations precitees, et de maniere encore plus preferee pendant 10 minutes a 
une concentration comprise entre 30 ng/ml et 200 ng/ml pour un homogenat a 10 % 
(concentration finale) ou pendant 30 minutes a une concentration comprise entre 10 
|ig/ml et 70 ng/ml pour un homogenat a 10 % (concentration finale) ou a une concen- 

15 tration comprise entre 25 ng/ml a 175 \ig/m\ pour un homogenat a 25 % (concentra- 
tion finale). 

II y a lieu de noter qu'un certain nombre de parametres sont etroite- 
ment lies entre eux : la concentration en proteinase K depend directement de la duree 
de traitement (temps d'incubation) de Techantillon : Ton peut considerer qu'a 37°C 

20 par exemple, une incubation de 10 minutes avec une PK a une concentration comprise 
entre 30 et 200 |ig/ml d'homogenat a 10% est equivalente a une incubation de 30 
minutes avec une PK a une concentration comprise entre 10 ng/ml et 70 |ig/ml 
d'homogenat a 10 %. Par exemple, une incubation pendant 30 minutes avec une PK a 
25 jig/ml est equivalente a une incubation de 10 minutes avec une PK a une concen- 

25 tration de 75 ng/ml. 

Quelle que soit la concentration en PK et la duree d'incubation, 
Fechantillon traite ne doit plus contenir de PrPsens non degradee, alors que la PrPres, 
eventuellement presente, a conserve tout ou partie des motifs octa-peptides. 

D'autres parametres peuvent intervenir a un moindre degre (e'est-a- 

30 dire de maniere non-essentielle), dans Tetablissement de la concentration active de 
PK : il s'agit notamment du tampon dans lequel ladite PK est mise en solution ; 
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lorsque la PK est mise en solution dans le tampon d'homogeneisation de rtchantillon, 
selon le tampon d'homogeneisation utilis6, la concentration minimale en PK pourra 
varier, dans la fourchette de concentrations precisees ci-dessus : 

- dans un tampon glucose ou dans de la guanidine (ou Tun de ses 
5 sels) la concentration minimale en PK est de preference de 25 ng/ml (incubation 30 

minutes) ou de 75 yg/ml (incubation 10 minutes) 

- dans du tampon PBS, la concentration minimale en PK est de pre- 
ference de 50 ng/ml (incubation 30 minutes) ou de 150 ng/ml (incubation 10 
minutes). 

1° De maniere avantageuse, la PK peut etre mise en ceuvre dans un 

tampon different du tampon d'homogeneisation ; un tel tampon comprend avantageu- 
sement au moins un agent tensioactif et/ou au moins un agent chaotrope et/ou au 
moins un sel. 

Egalement de maniere avantageuse, apres le traitement (ou 
15 Pincubation) de 1'echantillon avec la proteinase K, la suspension obtenue est avanta- 
geusement trait6e dans les conditions definies dans la Demande international 
99/41280, a savoir: 

- addition a ladite suspension d'un tampon B, tel que defini dans 
cette demande intemationale 99/41280 et notamment les alcools en C 3 -C 6 et les 

20 melanges d'alcool dont la constante dielectrique theorique moyenne est comprise 
entrel0et25, 

- la centrifugation de la suspension obtenue et 

- la solubilisation du culot dans un tampon comprenant au moins un 
agent tensioactif et/ou au moins un agent chaotrope, dans les conditions definies dans 

25 ladite Demande intemationale 99/41280. 

Un tel test a 1'avantage d'etre particulierement adapte au diagnostic 
differentiel des ESST chez un meme hote, provoquees par differentes souches 
d'ATNC, et notamment au diagnostic differentiel des souches d'ESB par rapport aux 
souches habituelles de tremblante chez le mouton. 

30 h II a, par exemple ete montre que la souche ESB a infecte des 

humains en Grande-Bretagne par 1'analyse des profils ^lectrophoretiques de la PrPres, 
qui a montre des differences de migration en fonction des souches d'ATNC ; un profil 
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caracteristique (type 4) a ete retrouve chez les patients developpant une nouvelle 
variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) qui semble liee au passage dans 
l'alimentation humaine de bovins infectes par l'agent de l'ESB (Collinge et al. f 
Nature, 1996). Un profii similaire a ete observe chez un macaque infecte par l'agent 

5 de l'ESB (Lasmezas et al. f 1996) et un chat vraisemblablement contamine par cet 
agent (Priola et al., Nature Med., 1996). 

Toutefois, il s'agit d'une methode longue et delicate a mettre en ceu- 
vre si Ton veut obtenir des resultats reproductibles, ce qui constitue vraisemblable- 
ment un element de la controverse qui existe concernant la classification des differents 

10 types de PrPres et 1'utilisation de cette methode (Parchi et al. 5 Nature, 1997). 

II existe egalement une forte suspicion de contamination des mou- 
tons par l'agent de 1'ESB (Butler, Nature, 1998). Ces animaux sont en effet sensibles a 
cet agent, alors qu'il existe chez les ovins une maladie endemique, la tremblante 
(scrapie des anglo-saxons), une autre ESST, qui presente des caracteristiques cliniques 

1 5 et histologiques proches et non differentiates. La seule methode de reference pour un 
diagnostic differentiel entre l'agent de l'ESB et de la tremblante, est l'inoculation a la 
souris et l'etude du profii lesionnel, ce qui necessite environ deux ans d'attente et qui 
n'a ete realise en Grande-Bretagne que sur 9 moutons pour une population de plu- 
sieurs dizaines de millions de tetes. 

20 De premiers essais ont ete effectues pour essayer de distinguer les 

differentes souches d'ATNC dans un echantillon ; Kuczius T. et al., 1999 ont consi- 
dere que les variations observees entre les differentes souches d'ESST (scrapie, ESB 
et CJD) par la technique du glycotypage ne permettent pas de distinguer chaque sou- 
che ; ils ont selectionne d'autres marqueurs biochimiques et biologiques de la PrPres 

25 qui permettent de mieux distinguer entre elles les differentes souches de prions. Les 
parametres d'analyse qu'ils ont utilises sont les suivants : resistance a long terme a la 
proteinase K, masse moleculaire de la PrPres, topologie et quantite des depots de 
PrPres. Les resultats obtenus montrent que les PrPres de differentes souches d'ESB et 
de scrapie presentent des differences significatives dans leur resistance a long terme a 

30 la proteinase K. Selon la souche de scrapie, la resistance a la PK varie : faible resis- 
tance : souche Chandler ; resistance intermediate : souche 22A ; relative stabilite : 
souche 87V. Dans les memes conditions, les souches d'ESB presentent une resistance 
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intermediate. Mors que le giycotypage ne permet pas de distinguer entre ia souche de 
scrapie 87V et les souches d'ESB, ces deux types de souches sont clairement distin- 
guables aprfes traitement a long terme a la PK. Toutefois, il ne s'agit pas de protocoles 
suffisamment fiables et utilisables a grande echelle et sur le terrain. 
5 Dans ce contexte, il est important de disposer d'une methode de 

detection des PrPres fiable, sensible, permettant un diagnostic differentiel, peu cou- 
teuse et facile a menre en ceuvre, a partir d'un echantillon biologique, tel qu'un 
echantillon tissulaire. 

La presente invention a, en consequence, egalement pour objet un 
10 procede de diagnostic differentiel (precede B) des ESST provoquees par des souches 
d'ATNC, dans un echantillon biologique, par detection des PrPres associees aux diffe- 
rentes souches d'ATNC, caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) la detection de la PrPres dans une premiere fraction dudit echan- 
tillon, conformement aux etapes (1) a (3) du procede de diagnostic d'une souche 

15 d'ATNC tel que defini ci-dessus (procede A), puis : 

(b) pour chaque echantillon pour lequel la presence d'un complexe 
motifs octa-peptide repetes-ligand est detectee a I'etape (a) : 

- le traitement d'une deuxieme fraction dudit echantillon avec au 
moins une proteinase K (PK), de maniere & ce que la majorite des motifs octa-peptide 

20 repetes soit eliminee pour la PrPres associee a au moins une souche d'interet, 
notamment la souche de l'ESB et ou Tensemble des PrPres associees aux autres 
souches d'ATNC conservent tout ou partie desdits motifs octa-peptide repetes, dans 
lesdites conditions ; de preference, ledit traitement est realise dans les memes condi- 
tions que celles definies k Tetape (1) ou (a), mais & une concentration en PK supe- 

25 rieure a celle utilisee a l'etape (1) ou (a), 

- la mise en contact de ladite deuxieme fraction dudit echantillon 
traite, avec un ligand apte a reconnaitre de maniere spScifique lesdits motifs octa-pep- 
tide repetes et 

- la detection de la presence Sventuelle du complexe motifs octa- 
30 peptide repetSs-Iigand. 

La presente invention a en outre pour objet un procede de diagnostic 
differentiel (variante du procede B) des ESST provoquees par des souches d'ATNC 
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dans un echantillon biologique considere comme contenant de la PrPres (test de 
detection effectue par n'importe quelle methode), caracterise en ce qu'il comprend 
pour chaque echantillon pour lequel la presence d'une PrPres a ete detectee : 

- le traitement d'une autre fraction dudit echantillon biologique 
5 conformement a 1'etape (b) telle que definie ci-dessus, 

- la mise en contact de ladite deuxieme fraction dudit echantillon 
traite, avec un ligand apte a reconnattre de maniere specifique lesdits motifs octa-pep- 
tide repetes, et 

- la detection de la presence eventuelle du complexe motifs octa- 
1 0 peptide repetes-ligand. 

Dans le cadre du diagnostic differentiel (procede B), outre la 
concentration en PK, d'autres conditions peuvent eventuellement intervenir sur la 
degradation des motifs octa-peptides, en fonction de la souche : en effet, lorsque la PK 
est mise en oeuvre dans un tampon different du tampon d'homogeneisation, tel que 

1 5 dans un tampon qui comprend avantageusement au moins un agent tensioactif et/ou au 
moins un agent chaotrope et/ou au moins un sel, le nombre de motifs octa-peptides 
degrades peut varier en fonction de la composition dudit tampon et de la concentration 
des differents agents. 

On emend par souche d'interet, la ou les souches d'ATNC, la souche 

20 d'ESB notamment, pour lesquelles Ton souhaite eliminer les motifs octa-peptide 
repetes, par exemple. 

Une des caracteristiques principales des precedes A et B est de jouer 
sur les conditions dans lesquelles est effectue le traitement proteasique de fa$on & 
controler la degradation des motifs octapeptides repetes. Selon Pusage envisage, on 

25 fera en sorte que ces motifs soient conserves (procede A) ou detruits (procede B) : 

- dans le cadre du procede A, ce controle visera a ce que tout ou 
partie des motifs octapeptide repetes soient conserves dans le but de favoriser une 
detection tres sensible de la PrPres. 

- dans le cadre du procede B, le controle de la degradation par la 
30 protease visera a ce que la majorite et eventuellement la totalite des motifs octa- 
peptide repetes soit degradee pour la PrPres correspondant a la/les souche(s) d'interet, 
quelle que soit Fespece dans laquelle elle est exprimee, dans des conditions ou tout ou 
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partie des motifs octa-peptide repetes sont conserves pour les PrPres correspondant a 
toutes les autres souches d'ESST. Dans ce cas, Pinteret de T invention est de pennettre 
un diagnostic differentiel de la souche d'interet par rapport aux autres souches 
d'ATNC. 
5 En effet : 

De maniere surprenante, dans les conditions selon Petape (1) ou 
Petape (a), la PK n'entraine pas le clivage de tout ou partie des motifs octa-peptide 
repetes des PrPres associees a toutes les souches d'ATNC ou prions, alors que les 
conditions de Petape (b) entrainent Ie clivage des motifs octa-peptide repetes de la 
10 PrPres associee a la souche d'interet, alors que Pensemble des PrPres associees aux 
autres souches d'ATNC conservent tout ou partie desdits motifs octa-peptides repetes. 

Egalement de maniere surprenante, un tel test, notamment lorsque le 
ligand est un anticorps, presente les avantages suivants : 

- une grande sensibilite de detection car les anticorps diriges contre 
1 5 ces motifs octa-peptide repetes ont une beaucoup plus grande affinite que les anticorps 
diriges contre d'autres regions de la PrPres 27-30 et sont plus resistants aux tampons 
utilises ;. en effet, la reconnaissance d'un motif repete favorise des interactions de 
haute affmite et offre la possibilite de fixer plusieurs molecules d'anticorps sur une 
seule molecule de PrP ; 
20 - la possibilite d'un diagnostic differentiel des souches d'ATNC ou 

prions car il est possible selon les conditions mises en ceuvre d'obtenir ou non la 
digestion de ces motifs ; il est notamment possible de les eliminer pour toutes les 
maladies liees a la souche d'interet, I 'agent de PESB par exemple, alors qu'il est pos- 
sible de la conserver pour les autres maladies dites a prions. De ce fait, les methodes 
25 selon Pinvention proposent un test simple de diagnostic differentiel de PESB et/ou 
d'une autre souche d'interet par rapport aux autres souches en mettant en ceuvre deux 
conditions differentes (etape (1) ou (a) et etape (b)), les conditions de Petape (1) ou (a) 
(conservant les motifs octa-peptide repetes des PrPres associees a Pensemble de 
souches d'ATNC) permettant la detection de toutes les souches et les conditions de 
30 Petape (b) (eliminant ces motifs uniquement dans la PrPres associee & une souche 
d'interet) ne rev&ant que les autres souches. 
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De tels tests trouvent done notamment application dans ia recherche 
de la contamination du mouton par la souche d'ESB que Ton ne sait pas habituelle- 
ment distinguer des souches classiques de tremblante (scrapie). 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux desdits procedes, la 
5 PK est mise en solution dans un tampon qui comprend de preference : 

a. au moins un agent tensioactif, selectionne dans le groupe consti- 

tue par : 

- des tensioactifs anioniques, tels que le SDS (dodecylsulfate de 
sodium), le sarkosyl (lauroyl-sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate de 

10 sodium, le taurocholate de sodium ; 

- des tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl-sulfo- 
betaine), le SB 3-12 (dodecyl-sulfobetaine), le SB 3-14, le SB 3-16 (hexad6cyl-sulfo- 
betaine), le CHAPS et le desoxyCHAPS ; 

- des tensioactifs non-ioniques, tels que le C12E8 (dodecyl-octa- 
15 ethyleneglycol), le Triton X100, le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 80, le MEGA 

9 (nonanoyl-m&hylglucamine), Toctylglucoside, le LDAO (dodecyl-dimethylamine 
oxyde) ou le NP40 ou 

- des melanges de tensioactifs tels qu'un melange d'un agent 
tensioactif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique, un melange de deux agents 

20 tensioactifs ioniques ou un melange d'un agent tensioactif ionique et d'un agent 
tensioactif zwitterionique et/ou * 

b. au moins un agent cbaotrope selectionne dans le groupe cons- 
titue par Puree et la guanidine ou un melange de ceux-ci et/ou 

c. au moins un sel selectionne parmi les sels de metaux alcalins ou 

25 non. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en ceuvre, 
ledit tampon comprend au moins 5% de tensioactif anionique, de preference du 
sarkosyl, eventuellement associe a du SDS. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux desdits procedes, 
30 le ligand est selectionne dans le groupe constitue par des aptameres et des anticorps 
aptes a se lier de maniere specifique a la region des motifs octapeptide repetes. 
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La presente invention a, en outre, pour objet une trousse de diagnos- 
tic pour la mise en ceuvre des precedes selon Pinvention, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en association au moins un agent tensioactif et/ou au moins un agent chao- 
trope et /ou au moins un sel et une protease tels que definis ci-dessus. 
5 Le complexe motifs octa-peptides rep&es-anticorps (dans le cas ou 

le ligand est un anticorps) est detecte par des methodes immunologiques standards. 

Outre les dispositions qui precedent, P invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se reftre a 
des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
10 dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente les differentes sequences de PrP : humaine, 
ovine, bovine, murine et cricetidienne ; 

- la figure 2 represente la detection de la PrPres par Western blot ; 

- les figures 3 a 6 correspondent a differentes conditions selon 
15 Petape (1) ou (a) d'une part et Petape (b) d'autre part, chez Phomme (figures 3 et 4) et 

chez les ruminants (figures 5 et 6), dans le cas ou la presence des motifs octa-peptide 
repetes est detectee par un dosage immunometrique a deux sites. 

- les figures 7-12 illustrent Pinfluence des tampons dans la detection 
differentielle de PESB et de la tremblante. 

20 - les figures 13 et 14 illustrent Pinfluence de la composition des 

tampons et de la concentration en proteinase K (PK) pour la detection des differents 
type de MCJ. 

• la figure 15 illustre les resultats obtenus par une digestion directe 
d'homogenats de cerveau par la proteinase K. 
25 - la figure 16 illustre les differences de resistance de la PrPres a la 

proteinase K en fonction des types de MCJ. 

- la figure 17 illustre la detection par Western-blot de PrPres digeree 
par de la PK et purifiee sous forme de SAF. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
30 uniquement a titre d'illustration de Pobjet de Pinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
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EXEMPLE 1 : Obtention et caracterisation des anticorps monoclonaux sp£ci- 
fiques du motif octapeptide repetitif. 

• Synthese et marquage du peptide. 

Un peptide representatif du motif octa-peptide repete de la PrP, par 

5 exemple le motif G-G-W-G-Q-P-H-G-G-G-W-G-Q-G-(n H 2), correspondant a la 
sequence 79-92 de la PrP humaine, a ete synthetise a Taide d'un synthetiseur automa- 
tique (Milligen 9050, Waters, Milford, MI). Le peptide a ete couple de fafon cova- 
lente avec Tacetylcholinesterase (AchE) par Tintermediaire d'un reactif heterobifonc- 
tionnel, le succinimidyl 4-(A^maleimidomethyl) cyclohexane-l-carboxylate (SMCC, 

10 Calbiochem, France), comme decrit precedemment pour d'autres peptides ou proteines 
(McLaughlin et aL, 1987, Grassi et al. f 1989). Cette methode implique la reaction d'un 
groupement thiol introduit dans le peptide avec la fonction maleimide qui a ete fixee 
sur TAchE par reaction avec le SMCC. Le groupement thiol a ete introduit dans le 
peptide par reaction avec le 7V-succinimidyl S-acetylthioacetate (SAT A) comme decrit 

15 precedemment (McLaughlin et aL, 1987). Le couplage a ete obtenu en faisant reagir 
1'AChE-SMCC avec un excfcs de peptide thiole. 

- Immunisation et preparation des anticorps monoclonaux 
Une preparation de "Scrapie-associated fibrils" (SAFs, preparation 
de PrPres) a ete obtenue a partir de cerveaux de hamster infectes (souche de trem- 

20 blante 263K ) comme decrit precedemment (Lasmezas et aL, 1997). Cette preparation 
a ete inactivee par traitement a 1'acide formique avant immunisation des souris. Des 
souris invalidees (knock-out) pour le gene de la PrP (souris PrP 0/0 ) ont ete immunisees 
avec ces preparations de SAF et des cellules d'hybridome ont ete preparees comme 
decrit precedemment (Grassi et aL, 1988, 1989). Le criblage des sumageants de 

25 culture a ete realise comme decrit ci-dessus. 57 hybridomes ont pu etre identifies et 
stabilises; ils ont ete appeles SAF-1 a SAF-90. Tous ces anticorps se sont averes 
reconnaitre les SAFs immobilises sur les plaques de microtitration alors qu'une mino- 
rite d ! entre eux ont demontre une capacite a reconnaitre des conjugues peptide-AchE. 
Parmi ces demiers, sept reconnaissent clairement le motif octa-peptide repete (peptide 

30 79-92) ; il s'agit des anticorps SAF-15, SAF-31, SAF-32, SAF-33, SAF-34, SAF-35, 
SAF-37. La liste des anticorps obtenus ainsi que leurs principals caracteristiques sont 
presentees dans le Tableau ci-apres. Apres clonage et expansion sous la forme de 
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liquide d'ascite, les anticorps monoclonaux ont ete purifies par chromatographic d'af- 
fmite sur colonne de Proteine A Sepharose et conserves a -20°C jusqu'a utilisation. 
L'isotype des anticorps a ete determine par immunodiffusion radiale selon la technique 
d'Ouchterlony. 

5 - Criblage des surnageants de culture d'hybridome 

La presence d'anticorps specifique de la PrP dans les surnageants de 
culture d'hybridome a ete mise en evidence de deux fa9ons, en testant soit leur capa- 
cite a Her des conjugues peptide-AchE soit des SAFs de hamster. Dans le premier cas, 
le criblage a ete realise dans des plaques contenant un anticorps anti-IgG de souris 

10 immobilise comme decrit precedemment (Creminon et al., 1993, Frobert et al., 1991). 
En resume, 100 de surnageants de culture et 100 pi de conjugu6 Peptide-AchE ont 
ete mis a reagir une nuit a +4°C dans des plaques contenant des anticorps de chevre 
anti-IgG de souris immobilises. Apres lavage des plaques, 200 jxl de reactif d'Ellman 
(Ellman et al. 1961) ont ete rajoutes dans les puits afin de detecter la presence d'AchE 

1 5 fixee sur la phase solide. Dans le deuxieme cas, des plaques contenant une preparation 
de SAF immobilisee ont ete preparees en faisant reagir 50 ^1 tfune solution & 2 ng/ml 
dans un tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4 pendant une nuit a temperature ambiante. 
Apr£s lavage, les plaques ont ete saturees avec le tampon EIA (tampon phosphate 100 
mM, pH 7,4 contenant du NaCl 150 mM, 0,1% de la serum albumine bovine (BSA) et 

20 de 1'azoture de sodium 0,01%) pendant une nuit a +4°C et ont ete conservees k cette 
temperature jusqu f a leur utilisation. La liaison des anticorps monoclonaux sur les 
SAFs immobilises a ete mise en evidence & Taide d'anticorps de chevre anti-IgG de 
souris marques a TAchE comme decrit precedemment (Negroni et al., 1998). 
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Tableau : Anticorps monoclonaux produits contre une prepara- 



tion de SAF de hamster. 

79-92: anticorps reconnaissant le peptide 79-92 
5 142-160: anticorps reconnaissant le peptide 142-160 

Epitope X : anticorps qui ne reconnaissent que les SAFs immobili- 
ses 

Epitope A : anticorps qui reconnaissent le peptide 126-164 mais ne 
lient pas le peptide 142-160. 
10 * anticorps monoclonaux qui ont demontre leur capacite a recon- 

naitre la PrPsens d'au moins une espece testee pendant cette etude (humaine, bovine, 
ovine, souris et hamster) dans le cadre d'un dosage immunometrique. 



WO 01/35104 



PCT/FR00/03159 



16 

EXEMPLE 2 : Detection de la PrPres par Western blot 

I. Traitemen t de l'echanti^l^n 

(i) Preparation d'un homogenat de tissu, a partir des differents 
echantillons biologiques 

5 - vache ESB, mouton scrapie, homme vMCJ (type 4), homme MCJ 

sporadique (type 1) et controles negatifs correspondants 

On preleve 350 mg de cerveau bovin: on le broie et on 
l'homogeneise a 20 % (p/v) dans une solution de glucose a 5 %. 

Pour realiser l'homogeneisation, le prelevement de cerveau (350 
10 mg) et 1,4 ml de solution de glucose sont introduits dans des tubes comprenant des 
billes de ceramique, et agites fortement (Ribolyser Hybaid). 

On dilue les echantillons positifs dans un homogenat provenant de 
cerveaux sains de l'espece correspondante comme suit : 
. pour le mouton : au l/100 ime 
15 . pour la vache : au l/SO*"" 5 

. pour l'homme : type 1 ou 4 : au l/40* me . type 3 : au 1/80*"" ; type 2 

au l/20* me 

(ii) conditions de l'etape (1) 

On incube une premiere fraction (500 ul) d'homogenat a 20 % ob- 
20 tenu en (i) avec 500 p.1 d'un tampon comprenant du sarkosyl a 10 % (SK10), du Triton 
X100 a 10 % (T10), de 1'uree 2M (U2) et de la proteinase K (PK) a 60 ug/ml de 
tampon (PK1) pendant 10 minutes a 37°C (correspondant a 30 ug/ml final pour un 
homogenat a 10%). 

Dans les figures 3-6, PK3 correspond a une concentration en PK de 
25 180 ug/ml de tampon et PK6 correspond a une concentration en PK de 360 ug/ml de 
tampon. 

(iii) on ajoute 500 ul d'un tampon constitue de butanol-1 (corres- 
pondant aux tampons B, tels que decrits dans la Demande Internationale WO 
99/41280) ; puis on centrifuge a 15000 rpm pendant 5 min. (environ 17 000 g). 
30 ( iv ) culot de centrifugation qui contient la PrPres est repris dans 

80-100 ul d'un tampon C tel que decrit dans la Demande intemationale WO 
99/41280, de preference un tampon de Laemmli contenant 4 % de SDS et chauffe a 
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100°C pendant 5 min., pour realiser un Western blot ou repris, pour effectuer un 
dosage immunometrique, successivement dans un tampon CI comprenant de Puree 
6M et du sarkosyl 0,5 %, suivi d'un chauffage pendant 5 min. a 100°C, puis dans un 
tampon C2 comprenant de la guanidine 2M, suivi d'un chauffage pendant 5 min. a 
5 100°C. 

(v) conditions de l'etape (b) 

On incube une deuxieme fraction (500 |il) d'homogenat a 20 % 
obtenu en (i) avec 500 ^1 d'un tampon comprenant du sarkosyl a 5 % (SK5), du SDS k 
5 % (SDS5), de Puree 1M (Ul) et de la proteinase K (PK) a 180 |ig/ml (PK6) pendant 
10 10 min. a 37°C, puis on realise les etapes (iii) et (iv) ci-dessus. 

II. Western blot 

Les echantillons obtenus sont utilises pour realiser une electropho- 
rese SDS-PAGE et transferes sur membrane de nitrocellulose dans les conditions ex- 
posees a l'exemple 1 et a Texemple 3 de la Demande international WO 99/41280 
15 precitee. 

L 'immunodetection de la PrPres est realise avec les anticorps mono- 
clonaux SAF70 et SAF37 tels que decrits a l'exemple 1, ci-dessus et des Ig de ctevre 
anti-lapin conjuguees a de la peroxydase (1/2500). L'immunoreactivite est revelee par 
chimioluminescence (ECL, Amlersham), quantifiee et visualisee sur films autoradio- 
20 graphiques, comme illustre sur la figure 2. 

A cette figure : 

* les pistes 1-5 correspondent a des conditions selon l'etape (1) ou 
(a) (SK10+T10+U2+PK1): 

Piste 1 : controle negatif 
25 Piste 2 : Vache ESB 

Piste 3 : mouton scrapie 
Piste 4 : homme vMCJ (type 4) 
Piste 5 : homme MCJ (type 1) et 

* les pistes 6-10 correspondent a des conditions selon l'etape (b) 
30 (SK10+SDS5+U1+PK6) : 

Piste 1 : controle negatif 
Piste 2 : Vache ESB 
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Piste 3 : mouton scrapie 
Piste 4 : homme vMCJ (type 4) 
Piste 5 : homme MCJ (type 1) et 
Les resultats obtenus montrent que : 
5 - a P6tape (1) ou (a) (pistes 1 a 5), la PrPsens est systematiquement 

detruite, alors que le signal obtenu avec la PrPres est systematiquement superieur, 
avec Panticorps dirige contre les motifs octa-peptide repetes, au signal obtenu sur les 
memes echantillons avec un anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP ; 

- k Petape (b) (pistes 6 a 10), la PrPsens est systematiquement 
10 detruite, alors que le signal obtenu aux pistes 8 et 10 (en presence de Panticorps dirige 
contre les motifs octa-peptide repetes) est similaire ou superieur au signal obtenu sur 
les memes echantillons avec un anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP, 
tandis qu'il est inferieur et meme indetectable sur les pistes 7 et 9 (PrPres de PESB). 
EXEMPLE 3 : Detection de la PrPres avec un dosage immunometrique & deux 
15 sites utilisant comme anticorps de capture un anticorps monoclonal reconnais- 
sant les motifs octa-peptide r£p£t£s. 

Pour realiser un dosage immunometrique a deux sites, le culot ob- 
tenu en (iv) & Pexemple 2 est par exemple dissous dans un tampon comprenant du 
sarkosyl (0,25-1 %) et de Puree (0,25-8 M) ou du SDS (0,25-1 %) et de Puree (0,25-1 
20 M) ; Pechantillon obtenu sera de preference dilue (au X A ou au 54), apres chauffage 
avec un tampon contenant de Palbumine conduisant a une concentration finale en 
albumine comprise entre 0,1 et 1 % (p/v) ou avec un tampon contenant du desoxy- 
cholate a 1 %). 

Le dosage immunometrique a deux sites est realise dans des plaques 
25 de microtitration contenant un anticorps immobilise dans les conditions deja decrites 
pour d'autres proteines (Grassi et al., 1989). Son principe est le suivant : la PrP analy- 
see est reconnue par un anticorps fixe sur le support solide (anticorps de capture) et 
par un deuxieme anticorps, reconnaissant une autre partie de la molecule, qui est 
marque avec une enzyme (ici P acetylcholinesterase, anticorps traceur), a 5 unites 
30 Ellman/ml. 

Dans le cadre de P invention, Panticorps de capture est dirige contre 
les motifs octa-peptide repetes et Panticorps traceur reconnait une sequence comprise 
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dans la region 94-230 de la PrP, par exemple la zone 142-160 de la PrP. Apres lavage 
de la phase solide, l'activite enzymatique fixee sur la plaque est proportionnelle a la 
quantite de PrPres possedant les motifs octa-peptide repetes initialement dans 
l'echantillon analyse. 

5 En pratique, le dosage est realise de la facon suivante : 

100 ul de la solution de PrP a analyser sont deposes dans les puits de 
la plaque de microtitration contenant l'anticorps reconnaissant les motifs octa-peptide 
repetes. Apres 3 heures de reaction a temperature ambiante, la plaque est lavee avant 
ajout de 100 ul d'une solution de l'anticorps traceur (5 unites Ellman/ml). Apres une 

10 nuit de reaction a +4°C, les plaques sont lavees a nouveau avant ajout de 200 ul d'une 
solution de substrat (reactif d'Ellman, Grassi et al., 1989) qui va permettre de mesurer 
l'activite de l'acetylcholinesterase fixee sur la phase solide. Apres 30 minutes de 
reaction enzymatique, l'absorbance (D.O. a 414 nm) de chaque puits est mesuree. 
EXEMPLE 4 : Etude comparative de differentes conditions : etape (1) ou (a) et 

15 etape (b). 

Les echantillons sont prepares comme decrits a 1' exemple 2. 
Les homogenats sont prepares comme a 1' exemple 2. 
- chez l'homme 

Les figures 3 et 4 illustrent les resultats obtenus avec differents tam- 

20 pons : 

* conditions selon l'etape (1) ou (a) du precede selon l'invention : 
I : homogenat a 20%+SK10+T10+U2+PK1 

III' : homogenat a 10%+SK5+T5+U1+PK0,5 (figure 4) 

* conditions selon l'etape (b) du precede selon l'invention : 
25 II : homogenat a 20%+SK10+T10+U2+PK3 

III : homogenat a 20%+SK10+T10+U2+PK6 

Ul" : homogenat a 10%++SK5+T5+U1+PK6 (figure 4) 

IV : homogenat a 20%+SK20+PK3 

V : homogenat a 20%+SK20+Ul+PK3 
30 VI : homogenat a 20%+SK20+U2+PK3 

Vn : homogenat a 10%+SK20+PK3 
Vm : homogenat a 10%+SK20+U1+PK3 
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IX : homogenat a 10%+SK20+U2+PK3 
X : homogenat a 10%+SK5+SDS5+U1+PK6 
X' : homogenat a 10%+SK2,5+SDS2,5+U2+PK6 (figure 4) 
XI : homogenat a 20%+SK20+PK6 
XII : homogdnat a 20%+SK20+Ul+PK6 
XIII : homogenat a 20%+SK20+U2+PK6 

XIV : homogenat a 10%+SK20+PK6 

XV : homogenat a 1 0%+SK20+U 1 +PK6 
XVI : homogenat a 10%+SK20+U2+PK6 

La quantite de PrPres ayant conserve le motif octa-peptide rep6te est 
mesuree a I'aide du dosage immunometrique a deux sites (absorbance ou D.O. a 414 
nm, voir exemple 3 ; on mesure l'apparition d'une coloration jaune, reactif 
d'Ellman) : controle negatif (□), MCJ sporadique de type 1 (g) et vMCJ de type 4 
(■))• 

15 - chez les ruminants 

Les figures 5 et 6 illustrent les resultats obtenus avec differents tam- 
pons : 

* conditions selon l'Stape (1) du precede selon l'invention : 
I : homogenat a 20%+SK10+T10+U2+PKl 

20 in' : homogenat a 1 0%+SK5+T5+U 1 +PK0.5 (figure 6) 

* conditions selon Petape (4) du precede selon l'invention : 
II : homog6nat a 20%+SK10+T10+U2+PK3 
III : homogenat a 20%+SK10+T10+U2+PK6 
ni" : homogenat a 10%++SK5+T5+U1+PK3 (figure 6) 

; IV : homogenat a 20%+SK20+PK3 

V : homogenat a 20%+SK20+Ul+PK3 
VI : homogenat a 20%+SK20+U2+PK3 
VII : homogenat a 10%+SK20+PK3 
VIII : homogenat a 10%+SK20+U1+PK3 
IX : homogenat a 10%+SK20+U2+PK3 
X : homogenat a 10%+SK5+SDS5+U1+PK6 
X' : homogenat a 10%+SK5+SDS5+UI+PK3 (figure 5) 
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XI : homogenat a 20%+SK20+PK6 
XII : homogenat i 20%+SK20+Ul+PK6 
XIII : homogenat a 20%+SK20+U2+PK6 
XIV : homogenat & 10%+SK20+PK6 
5 XV : homogenat a 10%+SK20+U1+PK6 

XVI : homogenat a 10%+SK20+U2+PK6 

La quantite de PrPres ayant conserve le motif octa-peptide repete est 
mesuree k Taide du dosage immunometrique a deux sites (absorbance ou D.O. a 414 
nm, voir exemple 3) : controle negatif (□), ATNC bovin ® et ATNC ovin (■). 
10 - Figures 7 (Western blot) et 8 (dosage immunometrique a deux 

sites) : 

. La comparison est effectuee a partir d'homogenats a 20 % de 
cerveaux de mouton sain, de mouton atteint de tremblante et de bovin atteint d'ESB, 
obtenus, dans les conditions exposees a 1'exemple 2. 
15 , Traitement des echantillons : 

A : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 60 ^ig/ml, 10 minutes 
B : sarkosyl 10 %+uree 2M+proteinase K 240 ^ig/ml, 10 minutes 
C : sarkosyl 10 %+ proteinase K 240 ^ig/ml, 10 minutes 
. Detection 

20 par Western blot (figure 7) : anticorps Saf 37 et Saf 84 (voir exemple 

1) 

par immunometrie (figure 8) : capture par Saf 37 et revelation par un 
anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP. 

- Figures 9 (Western blot) et 10 (dosage immunometrique a deux 

25 sites) : 

. La comparaison est effectuee a partir d'homogenats a 20 % de 
cerveaux de mouton sain, de mouton atteint de tremblante et de bovin atteint d'ESB, 
obtenus, dans les conditions exposees a Texemple 2. 

. Traitement des echantillons : 
30 A : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 60 ^g/ml, 10 minutes 
B : SDS 10 %+Triton 5 %+uree 2M+proteinase K 180 ^g/ml, 10 minutes 
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. Detection 

dans Ies memes conditions que ci-dessus. 

L'augmentation seule de la dose en PK permet de faire apparaitre 
une sensibilite differentielle de la region des motifs octa-peptide repetes, entre TESB 
5 et la tremblante che2 le mouton mais pas chez Phomme (entre le type 1 et !e type 4). 

En revanche, en modifiant egalement la composition en agent 
tensioactif et en agent chaotrope cela permet de faire apparaitre une sensibilite diffe- 
rentielle de la region des motifs octa-peptide repetes dans tous les cas. 
EXEMPLE 5 : Influence de la composition des tampons sur la detection difft- 
1 0 rentielle de l'ESB et de la tremblante 

- Figures 11 (Western blot) et 12 (dosage immunometrique a deux 

sites) : 

. La comparaison est effectuee a partir d'homogenats a 10 % de cer- 
veaux de souris saines ou de souris experimentalement infectees avec la souche 
15 C506M3 (tremblante) ou avec une souche 6PB1 (ESB), obtenus, dans les conditions 
exposees a l'exemple 2. 

. Traitement des echantillons : 
A : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 30 ^ig/ml, 10 minutes 
B : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+urie 2M+proteinase K 60 ng/ml, 10 minutes 
20 C : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 1 80 ng/ml, 10 minutes 
D : sarkosyl 10 %+f riton 10 %+uree 2M+proteinase K 360 ng/ml 10 minutes 
E : sarkosyl 10 %+uree 2M+proteinase K 180 pig/ml, 10 minutes. 

. Detection 

par Western blot (figure 1 1) : anticorps Saf 37 et Saf 70 (voir exem- 

25 pie 1) 

par immunometrie (figure 12) : capture par Saf 37 et revelation par 
un anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP. 

Les resultats obtenus montrent que l'augmentation seule de la dose 
en PK permet de faire apparaitre une sensibility differentielle de la region des motifs 
30 octa-peptide reputes entre l'ESB et la tremblante, chez la souris. 
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ITYKMPLE 6 t Influence des tamp ons et de la concentration en proteinase K sqr 
. Figures 13 (Western blot) et 14 (dosage immunometrique a deux 

sites) : 

5 . La comparaison est effectuee a partir d'homogenats a 10 % de cer- 

veaux d'hommes sains et d'hommes atteints de MCJ (types 1, 2, 3 et 4), obtenus dans 
les conditions exposees a l'exemple 2. 

. Traitement des echantillons : 
A : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 30 jig/ml, 10 minutes 

10 B : sarkosyl 10 %+Triton 10 %+uree 2M+proteinase K 180 jig/ml, 10 minutes 
C : sarkosyl 10 %+proteinase K 30 ng/ml, 10 minutes 
D : sarkosyl 10 %+proteinase K 60 ng/ml, 10 minutes 
E : sarkosyl 10 %+proteinase K 180 ^g/ml, 10 minutes 
F : sarkosyl 10 %+proteinase K 360 ng/ml, 10 minutes. 

15 .Detection 

par Western blot (figure 13) : anticorps Saf 37 et Saf 70 (voir exem- 
pt 1) 

par immunometrie (figure 14) : capture par Saf 37 et revelation par 
un anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP. 
20 - Figures 15 (Western blot) et 16 (Immunometrie) 

. La comparaison est effectuee a partir d'homogenats & 10 % de cer- 
veaux d'hommes sains et d'hommes atteints de MCJ (types 1, 2, 3 et 4), obtenus dans 
les conditions exposees a Texemple 2. 

. Traitement des echantillons : 
25 Figure 1 5 : digestion par de la proteinase K ( 1 50 jig/ml), 10 minutes. 

Figure 16 : sarkosyl 10 %+uree 2M+proteinase K (de 30 a 360 

jig/ml, pendant 10 minutes. 

. Detection 

par Western blot (figure 15) : anticorps Saf 37 et un anticorps dirige 
30 contre la region 94-230 de la PrP (voir exemple 1) 
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par immunometrie (figure 16) : capture par Saf 37 et revelation par 
un anticorps dirige contre la region 94-230 de la PrP. 

Les resultats obtenus montrent que l'augmentation de la dose en PK 
permet de faire apparaitre une sensibilite differentielle de la region des motifs octa- 
peptide repetes dans les differents types de MCJ. Dans ces conditions, il n'existe pas 
de difference significative entre le type 1 et le type 4 ; le fait de changer la composi- 
tion en agent tensioactif et en agent chaotrope, a la meme dose de PK (E, figures 13 et 
14) permet de detruire les octa-peptides dans le type 4 tout en les conservant dans le 
type 1. 

De plus, la figure 16 permet de montrer la difference de sensibilite 
des PrPres issues de differentes souches, pour un meme tampon, en fonction de la 
dose en PK. 

Par ailleurs, la figure 15 montre qu'un traitement direct de 
l'homogenat par de la PK met en evidence un autre type de sensibilite de la PrPres a la 
degradation. 

EXEMPLE 7 : Detection oar Western- blot de In PrPres dioer^e et ouriftee sni» 
forme de SAF. 

Des homogenats, obtenus dans les conditions selon Pexemple 2, 
sont traites comme suit : 

Homogenat 20 % (500 jil) + NaCl 20% (500 ul)+ [sarkosyl 20 % + 
SB314 2 %] (500 pl)+ PK (20 ng/ml final) pendant 1 heure. 
La figure 17 illustre les resultats : 
b et d : 

pistes 1-7: resultats obtenus avec differentes dilutions de souche 
C506M3 de la tremblante chez la souris (dilutions 1/20, 1/50, 1/250, 1/500, 1/1000 et 
1/2000) 

piste 8 : poids moieculaires 

pistes 9-15 : resultats obtenus avec differentes dilutions de souche 
EBS chez la souris (dilutions de 1/1000 a 1/10). 

II est possible d'eliminer entierement le signal ESB. 



WO01/3S104 



PCT/FR00/03159 



25 

a et c : les resultats obtenus confirment qu'il y a une augmentation 
significative du signal en presence d'anticorps diriges contre les motifs octa-peptide 
repetes. 

e : cette figure montre qu'il est possible d'obtenir une diminution du 
5 signal avec ESB aussi bien chez le singe que chez 1'homme (pistes 4 et 7). 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 

viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
30 variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 

cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIOjMS 
1°) Precede de diagnostic d'une ESST ou maladie a prions provo- 
quee par une souche d'ATNC par detection de ia PrPres dans un echantillon biolo- 
gique, caractensS en ce qu'il comprend : 
5 (I) le traitement dudit echantillon avec au moins une proteinase K, 

de maniere a degrader complement la PrPsens, tout en conservant tout ou partie des 
motifs octa-peptide repetes de la PrPres, quelle que soit la souche d'ATNC, 

(2) la mise en contact dudit echantillon traite avec un ligand desdits 
motifs octa-peptide et 

10 (3) la detection de la presence eventuelle du complexe motifs octa- 

peptide repetes-ligand. 

2°) Precede de diagnostic differentiel des ESST provoquees par des 
souches d'ATNC, dans un echantillon biologique, par detection des PrPres associees 
aux differentes souches d'ATNC, caracterise en ce qu'il comprend : 

15 ( a ) Ia detection de la PrPres dans une premiere fraction dudit echan- 

tillon, conformement aux etapes (1) a (3) du precede de diagnostic d'une souche 
d'ATNC selon la revendication 1, puis : 

(b) pour chaque echantillon pour lequel Ia presence d'un complexe 
motifs octa-peptide repetes-ligand est detectee a l'etape (a) : 

20 " ,e traitement d'une deuxieme fraction dudit echantillon avec au 

moins une proteinase K, de maniere a ce que la majorite des motifs octa-peptide 
repetes soit eliminee pour la PrPres associee a au moins une souche d'interet, 
notamment la souche de 1'ESB et ou I'ensemble des PrPres associees aux autres 
souches d'ATNC conservent tout ou partie desdits motifs octa-peptide repetes, 
25 - ,a m »se en contact de ladite deuxieme fraction dudit echantillon 

traite, avec un ligand apte a reconnaitre de maniere specifique lesdits motifs octa-pep- 
tide repetes et 

- la detection de la presence eventuelle du complexe motifs octa- 
peptide repetes-ligand. 

30 3°) Precede de diagnostic differentiel des ESST provoquees par des 

souches d'ATNC dans un echantillon biologique considere comme contenant de Ia 
PrPres, caracterise en ce qu'il comprend pour chaque echantillon pour lequel la pre- 
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sence (Tune PrPres a ete detectee, la mise en ceuvre de l'etape (b) selon la revendica- 
tion 2, 

- la mise en contact de ladite deuxieme fraction dudit echantillon 
traite, avec un ligand apte a reconnaitre de maniere specifique lesdits motifs octa-pep- 

5 tide repetes, et 

• la detection de la presence eventuelle du complexe motifs octa- 
peptide repetes-ligand. 

4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, carac- 
terise en ce que le traitement avec ladite proteinase K selon l'etape (1), (a) ou (b) est 

10 realise pendant 30 secondes a 2 heures, a une temperature inferieure a 80°C, de prefe- 
rence entre 10 minutes et 30 minutes. 

5°) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le traite- 
ment avec ladite proteinase K est realise soit a une concentration comprise entre 30 
^ig/ml et 200 ng/ml pendant 10 minutes a 37°C pour un homogenat a 10 %, soit 

15 pendant une periode et a une concentration equivalentes a la concentration comprise 
entre 30 ng/ml et 200 ng/ml dans les conditions precitees et de maniere encore plus 
preferee pendant 10 minutes a une concentration comprise entre 30 |ag/ml et 200 
jig/ml pour un homogenat a 10 % ou pendant 30 minutes a une concentration 
comprise entre 10 |ig/ml et 70 ng/'ml, pour un homogenat a 10 %. 

20 6°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 5, carac- 

terise en ce que la proteinase K est mise en solution dans un tampon selectionne dans 
le groupe constitue par les tampons d'homogeneisation de Techantillon biologique et 
des tampons comprenant au moins Tun des agents suivants : au moins un agent 
tensioactif et/ou au moins un agent chaotrope et/ou au moins un sel. 

25 7°) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit 

tampon comprend de preference : 

a. au moins un agent tensioactif, selectionne dans le groupe consti- 
tue par : 

- des tensioactifs anioniques, tels que le SDS (dodecylsulfate de 
30 sodium), le sarkosyl (lauroyl-sarcosine), le cholate de sodium, le desoxycholate de 

sodium, le taurocholate de sodium ; 
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- des tensioactifs zwitterioniques, tels que le SB 3-10 (decyl-sulfo- 
betaine), le SB 3-12 (dodecyl-sulfob&aine), ie SB 3-14, le SB 3-16 (hexad6cyl-sulfo- 
betaTne), le CHAPS et le desoxyCHAPS ; 

- des tensioactifs non-ioniques, tels que le C12E8 (dodecyl-octa- 
5 ethyieneglycol), le Triton XI 00, le Triton XI 14, le Tween 20, le Tween 80, le MEGA 

9 (nonanoyl-methylglucamine), I'octylglucoside, le LDAO (dodecyl-dimethylamine 
oxyde) ou le NP40 ou 

- des melanges de tensioactifs tels qu'un melange d'un agent 
tensioactif ionique et d'un agent tensioactif non-ionique, un melange de deux agents 

10 tensioactifs ioniques ou un melange d'un agent tensioactif ionique et d'un agent 
tensioactif zwitterionique et/ou 

b. au moins un agent chaotrope selectionne dans le groupe cons- 
titue par Turee et la guanidine ou un melange de ceux-ci et/ou 

c. au moins un sel selectionne parmi les sels de metaux alcalins ou 

15 non. 

8°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit 
tampon comprend au moins 5% de tensioactif anionique, de preference du sarkosyl, 
eventuellement associe a du SDS. 

9°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 8, carac- 
20 terise en ce que le ligand est selectionne dans le groupe constitue par des aptameres et 
des anticorps aptes k se Her de mantere specifique a la region des motifs octapeptide 
repetes. 

10°) Procede selon la revendication 2, la revendication 4 ou la 
revendication 5, caracterise en ce que le traitement de Tetape (b) est realise dans les 
25 memes conditions que celles definies a Tetape (1) ou (a), mais a une concentration en 
PK superieure a celle utilisee a Tetape (1) ou (a). 

1 1°) Trousse de diagnostic pour la mise en ceuvre des procedes selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'elle comprend en 
association au moins un agent tensioactif et/ou au moins un agent chaotrope et /ou au 
30 moins un sel et une protease tels que dSfinis ci-dessus. 
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Influence de differents tampons sur la detection 
des PrPres des differents types de MCJ 
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Influence de la composition des tampons pour la detection 
differentielle de I'ESB et de la tremblante. 
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Influence de la composition des tampons ef de la concentration en proteinase K pour la 

detection des differents types de MCJ. 
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FIGURE 13 
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Digestion directe d'homogenats 
de cerveau par la proteinase K. 
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Differences de resistance de la PrPres a la proteinase K 
en fonction des types de MCJ. 
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